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RESUMEN 
La mancha marrón (Bipolaris oryzae) es una de las enfermedades que afecta al cultivo del arroz (Oryza sativa L.) y de 
la que se investiga la posibilidad de utilizar productos naturales como el quitosano para su control. Este compuesto 
muestra una alta actividad antifúngica, la cual depende de su masa molecular, grado de acetilación, concentración, 
entre otros. En este trabajo se evaluó el efecto in vitro de  un quitosano de masa molecular media (152.6 kDa) a tres 
concentraciones (1, 3 y 4 g/L) sobre el crecimiento de dos cepas del hongo B. oryzae. Se observó que, a medida que 
aumentaba la concentración, mayor fue el porcentaje de inhibición del crecimiento radial y la afectación de las hifas 
por el biopolímero, con los mejores resultados a la concentración de 4 g/L. Se corroboró el daño en las hifas a través 
de la técnica de microscopía electrónica de barrido, a la concentración de quitosano de 3 g/L para ambas cepas.  

Palabras clave: antifúngico, arroz, hifas, inhibición, microscopía 
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ABSTRACT     
In vitro effect of a chitosan on two strains of Bipolaris oryzae isolated in Mexico and Cuba. Brown spot 
(Bipolaris oryzae) is one of the diseases affecting rice cultivation (Oryza sativa L.) and the use of natural products 
such as chitosan to its control is currently being investigated. This compound shows a high antifungal activity, which 
depends on its molecular mass, degree of acetylation, concentration, among others. In this work, it was evaluated 
the in vitro effect of a chitosan of medium molecular mass at three concentrations (1, 3 and 4 g/L) on the growth of 
two strains of the fungus B. oryzae. It was observed that the higher the concentration, the greater the percentage of 
inhibition of radial growth and the affectation of the biopolymer on the hyphae. The concentration of 4 g/L showed 
the best results. Damage to the hyphae was corroborated by scanning electron microscopy at 3 mg/L chitosan con-
centration in both strains.

Keywords: antifungal, rice, hyphae, inhibition, microscopy.

Introducción
Las enfermedades fúngicas son una de las principales 
limitaciones de la productividad del arroz a escala 
mundial. De aproximadamente 74 enfermedades aso-
ciadas al cultivo del arroz, alrededor de una docena 
son causadas por hongos [1]. En Cuba existen siete 
especies de importancia económica, de las cuales seis 
son causadas por hongos y una por virus: Pyricular-
ia grisea, Rhizoctonia solani, Sarocladium oryzae, 
Helminthosporium oryzae, Rhynchosporium oryzae, 
complejo fúngico y el no menos importante virus de 
la hoja blanca [1].

El complejo Helminthosporium incluye varias es-
pecies de hongos que afectan a la raíz, el tallo, las 
hojas, las panículas y los granos. Los géneros más 
importantes del complejo son Drechslera, Bipolaris y 
Exserohilum y varias de sus especies son patógenas de 
plantas, particularmente de arroz. Se ha estimado que 
las pérdidas económicas a nivel mundial causadas por 
este grupo de hongos pueden variar entre el 40 y el 90 
% de los cultivos [2].

Para el control de esta enfermedad se utilizan me-
didas fitotécnicas con un manejo adecuado del cul-
tivo. También se aplican productos fitosanitarios, con 
el uso de productos químicos convencionales tales 
como los compuestos organofosforados, el triciclazol, 
el procloraz, el isoprotiolano, el probenazol, la ftalida, 
el benomilo, entre otros. Pero estos son altamente tóx-
icos y nocivos para el hombre y el medio ambiente.

Por lo anterior, unido a las tendencias actuales que 
demandan el uso de métodos de control amigables con 
el medio ambiente, existe un creciente interés en el uso 
de productos de origen natural, no tóxicos, biodegrad-
ables, biocompatibles con actividad antimicrobiana y 
propiedades físicas y químicas versátiles [3]. Uno de 
ellos es el quitosano, que ha demostrado tener un efec-
to antifúngico contra muchos hongos fitopatógenos en 
condiciones in vitro [4-8]. Este biopolímero ocasiona 
afectaciones sobre varios estadíos del desarrollo de 
los hongos, tales como crecimiento micelial, esporu-
lación, viabilidad y germinación de esporas [9].
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El quitosano y sus derivados tienen efectos di-
rectos  sobre los hongos fitopatógenos que afectan 
el cultivo del arroz, como Rhizoctonia solani [10], 
Pyricularia grisea [11,12], Sarocladium oryzae [13] 
y Bipolaris oryzae [14]. Sin embargo, existen pocos 
estudios sobre el daño que estos compuestos pueden 
causar en diferentes cepas y estructuras de estos 
hongos. Las cepas tienen diferentes velocidades de 
crecimiento y color de micelio. En cuanto a las es-
tructuras, este patógeno presenta conidios fusoides 
o clavados, algunas veces casi cilíndricos, general-
mente curvados, de color café brillante a café dorado, 
de 6 a 14 septos y de 63-153 × 14-22 µm. Los coni-
dios frecuentemente germinan por uno o por ambos 
polos celulares.

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue 
evaluar la actividad antifúngica in vitro del quitosano 
sobre el crecimiento micelial, el diámetro y las alter-
aciones morfológicas de las hifas de dos cepas de B. 
oryzae (teleomorfo Cochliobolus miyabeanus) aisla-
dos en dos países, México y Cuba.

Materiales y métodos

Preparación de soluciones de quitosano
Se utilizó un quitosano comercial (Catalogue No. 
448877, Sigma-Aldrich, USA) de masa molecular 
media (QMMM; 152.6 kDa) y de grado de desace-
tilación del 90 %. El quitosano se disolvió en una 
solución de ácido acético al 1% (v/v) y el pH se 
ajustó a pH 5.6 con una solución de hidróxido de  
sodio 2 M.

Preparación de inóculos
Las dos cepas aisladas se identificaron previamente 
como Bipolaris oryzae (teleomorfo: Cochliobolus 
miyabeanus). Una cepa se aisló de granos de arroz 
manchados del cultivar mexicano Morelos A98 (M-
1), mientras que la otra de hojas de arroz sintomáticas 
del cultivar cubano ANAYS LP 14 (B-1). Las cepas 
se inocularon en placas Petri con medio de cultivo 
agar papa-dextrosa (PDA, Bioxon), recomendado 
para este patógeno, y se incubó a una temperatura 
entre 26 y 28 ºC, con alternancia de luz (12 h) y oscu-
ridad (12 h).

Preparación de medio de cultivo 
Las soluciones de quitosano y el medio de cultivo se 
esterilizaron por separado en autoclave (Felisa, Méxi-
co) durante 15 min a 121 °C. Posteriormente, ambas 
soluciones se mezclaron y homogeneizaron para ob-
tener medios con las siguientes concentraciones: 1, 3 
y 4 mg/mL. Se utilizó como control placas con PDA a 
pH 5.4. Una vez preparados los diferentes tratamien-
tos, se agregó 10 mL a las placas de Petri, cada una de 
las cuales se inoculó con un disco micelial de 5 mm de 
diámetro, e incubó a 28 °C.

Crecimiento radial 
Para realizar las evaluaciones del crecimiento radial, 
se midieron manualmente los diámetros de las colo-
nias cada 24 h durante 5 días y se compararon con el 
crecimiento del hongo en el medio control, con el fin 
de calcular el porcentaje de inhibición sobre el creci-
miento radial de la colonia (ecuación 1):

Donde:
Tc: radio medio de colonias en el medio de control
Tt: radio medio de colonia en medio con quitosano.
Los resultados de la inhibición del crecimiento ra-

dial se analizaron mediante un diseño completamente 
aleatorizado con cinco repeticiones por tratamiento.

Análisis morfométrico de hifas  
A las 72 h de incubación, se tomaron muestras alea-
torias de cada uno de los tratamientos y se realizaron 
observaciones directas bajo microscopio óptico 
(Olympus CX 40, USA), con la captura de imágenes 
en diferentes campos mediante una cámara Infinity 1 
(Media Cybernetics, USA). Las diferentes fotografías 
del micelio fueron procesadas mediante análisis de 
imágenes con el programa Image-Pro Plus versión 6.3 
(Media Cybernetics, USA), para determinar el efecto 
de las diferentes concentraciones de quitosano sobre 
la morfometría de las hifas de los aislados B. oryzae. 
De cada tratamiento se capturó al menos 10 fotos con 
el objetivo 100× y de cada foto se realizaron de 5 a 10 
mediciones aleatorias.

También de cada tratamiento se tomaron al menos 
50 medidas de diámetros de hifas con el lente de 40×. 
Las imágenes del micelio reveladas en la placa de 
agar a las 72 h se capturaron mediante el movimiento 
manual del campo del microscopio con las funciones 
predeterminadas del programa.

Microscopía Electrónica de Barrido (MEB)   
Se realizaron observaciones de microscopía elec-
trónica en la fase de crecimiento apical del hongo, 
que se inoculó en las placas de agar mediante punzo-
nes. Las observaciones se realizaron cortando piezas 
de agar de 0.5 × 0.5 cm, tomadas a las 72 h después 
de la inoculación, en medio control y con quitosano.

Las muestras se fijaron por inmersión total en 
solución de glutaraldehído al 5 % (v / v) durante  
24 h a 4 °C, seguido de la post-fijación en solución 
de tetróxido de osmio al 1 % (p / v) durante 2 h a  
4 °C. Las muestras se deshidrataron con una se-
rie de soluciones graduadas de acetona (30, 40, 
50, 70, 80, 90 y 100 %) y se cubrieron con oro 
antes de su observación en el microscopio elec-
trónico de barrido (Jeol JSM-5410LV, Scanning  
Microscope, USA).

Análisis estadístico    
Los datos experimentales se procesaron medi-
ante análisis de varianza a un nivel de significación  
p ≤ 0.05) en el programa NCSS 2001 y las medias 
se compararon con la prueba de rangos múltiples de 
Tukey a un intervalo de confianza del 95 %.

Resultados y discusión

Actividad antifúngica, inhibición  
del crecimiento micelial
Los resultados de la inhibición del crecimiento 
micelial del quitosano de masa molecular media  
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sobre las cepas M-1 y B-1 se muestra en la Fig-
ura 1, con una media de cinco repeticiones. Las 
medias se compararon con la prueba de rangos 
múltiples de Tukey a un intervalo de confianza  
del 95 %.

En general, se puede plantear que a medida que 
aumenta la concentración de quitosanos, el porcen-
taje de inhibición fue mayor en las dos cepas, con 
diferencias significativas (p < 0.05) con respecto a 
los tratamientos controles. La concentración de 4 g/L 
fue la que más inhibió el crecimiento en ambas cepas. 
No obstante, en la última evaluación de la máxima 
concentración utilizada el porcentaje de inhibición 
disminuyó a un 88 % en la cepa M-1. Según estos 
resultados, planteamos que este quitosano pudiera te-
ner efecto fungiestático sobre la cepa M-1 y fungici-
da sobre la cepa B-1, sobre la que mostró inhibición 
total.

Otros autores [6] también han encontrado que un 
quitosano de masa molecular media con concentra-
ciones crecientes de 1 a 3 mg/mL mostró inhibición 
progresiva sobre los hongos Alternaria alternata y 
Colletotrichum gloesporoides, hasta un 90 y 80 %, 
respectivamente. También, Xoca-Orozco et al. [15] 
evaluaron el efecto de una solución de quitosano de 
masa molecular media al 1 % sobre el hongo Colle-
totrichum sp., y se observó una inhibición de más 
del 90 %. Con el mismo tipo de quitosano con un 
90% de grado de desacetilación y a una concentra-
ción de 4 mg/mL, Silva-Castro et al. [16] lograron 
una inhibición del crecimiento micelial del 75.37 
% sobre el hongo Trametes versicolor. En este 
sentido, se ha sugerido que el efecto inhibidor del 
quitosano depende de la masa molecular, el grado 
de desacetilación, el pH, la concentración y el mi-
croorganismo utilizado [17]. Es por ello que resulta 
importante determinar la concentración que permi-
ta el control del patógeno o disminuir la incidencia 
del mismo. Un mismo patógeno de diferentes cepas 
puede tener sensibilidad  y respuestas diferentes al 
biocompuesto. Estos estudios ayudan a definir la 

concentración del quitosano así como su forma de  
aplicación.

Análisis morfométrico de las hifas
Las observaciones microscópicas muestran que 
las diferentes concentraciones del quitosano indu-
jeron cambios morfológicos en las hifas de am-
bas cepas M-1 (Figura 2 y B-1 (Figura 3). Estas 
se caracterizaron por deformaciones, aumento del 
diámetro, así como, una disminución y acorta-
miento de la longitud de las hifas con respecto a los  
controles.

Figura 2. Imágenes de las hifas de la cepa M-1 de Bipolaris oryzae aislada en México, 
observadas mediante la técnica de microscopía electrónica a las 72 h de tratamiento con 
diferentes concentraciones de quitosano de masa molecular media. A) Control sin quitosano; 
hifas lisas. B) Quitosano a 1 mg/mL; hifas con pequeñas deformaciones.  C) Quitosano a  
3 mg/mL; hifas con pequeñas deformaciones. D) Quitosano a 4 mg/mL; hifas deformadas.

Figura 3. Imágenes de las hifas de la cepa B-1 de Bipolaris oryzae aislada en Cuba, 
observadas mediante la técnica de microscopía electrónica a las 72 h de tratamiento 
con diferentes concentraciones de quitosano de masa molecular media. A) Control sin 
quitosano; hifas lisas. B) Quitosano a 1 mg/mL; hifas con pequeña deformaciones.  C) 
Quitosano a 3 mg/mL; hifas ensanchadas y acortadas. D) Quitosano a 4 mg/mL; hifas 
ensanchadas y acortadas.

Figura 1. Porcentaje de inhibición de diferentes concentraciones de quitosano de masa molecular media (152.6 kDa) sobre dos cepas de Bipolaris 
oryzae. A) Cepa M1, aislada en México. B) Cepa B1, aislada en Cuba. Los valores numéricos representan el error estándar de la media.
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El Gaouth et al. encontraron resultados similares 
[18] con un quitosano a una concentración de 15 mg/
mL sobre el hongo Rhizopus stolonifer. También otros 
autores [19] observaron cambios morfológicos en las 
hifas del patógeno Penicillium expansum después del 
tratamiento con quitosano con una masa molecular de 
100 kDa, un grado de desacetilación del 93 % y una 
concentración del 1 %.

En la Tabla 1 se indica que la presencia de quito-
sano en el medio de cultivo incrementó el diámetro 
medio de las hifas en ambas cepas, el cual fue pro-
porcional a la concentración de quitosano utilizada en 
el medio.

Los efectos observados en los tratamientos po-
drían deberse a alteraciones de la pared celular pro-
vocadas por el quitosano. En ambas cepas la mayor 
concentración utilizada provocó un increment en el 
diámetro en las hifas, con una mayor sensibilidad a 
la presencia del mismo. Esto puede deberse a que 
el quitosano cargado positivamente interactúa con 
componentes cargados negativamente de la membra-
na del hongo, como los fosfolípidos, y causa afecta-
ciones en ellos [20].

Otros autores han observado que un quitosano de 
masa molecular baja (75 kDa), con 95 % de grado de 
desacetilación y a una concentración de 0.1 %, generó 
una mayor afectación en la morfología y ultraestructu-
ra del hongo Aspergillus niger a las 96 h [21].

Las anomalías morfológicas provocadas por el qui-
tosano sobre el hongo sugieren que la capa de quito-
sano alrededor de las hifas podría dañar a la mem-
brana celular. De esta forma se dificulta la entrada de 
nutrientes a la célula, se producen especies reactivas 
de oxígenos, se activan genes relacionados con la pa-
togenicidad, entre otros.

En la micrografía electrónica de la figura 4A, 
perteneciente al micelio de la cepa M 1 de B. ory-
zae desarrollado en un medio libre de quitosano, se 
muestra el aspecto sano de hifas con apariencia lisa. 
Sin embargo, en la Figura 4B, correspondiente a la 
cepa tratada con quitosano se observan alteraciones 
morfológicas en las hifas con superficies corrugadas. 
Por otro lado, en la Figura 4C corresponde al mice-
lio de la cepa B-1 en medio de control se muestra 
hifas normales. Otra vez, en la Figura 4D, las hifas 
en presencia de quitosano se muestran deshidratadas 
y distorsionadas. En este sentido, Ramos et  al. [22] 
observó graves alteraciones morfológicas de las hifas 
del hongo Colletotrichum al ser tratado con un quito-
sano de grado de desacetilación del 86 % y una masa 
molecular de 4.08 × 104 g/mol a las concentraciones 
de 5000 y 7500 ppm. También Oliveira, Soares y 
Franco [23] apreciaron en las micrografías hincha-
zón de la pared celular y reducción en el tamaño de 
las hifas en los hongos Alternaria alternata, Botrytis 
cinérea, Penicillium expansum y Rhizopus stoloni-
fer al tratarlos con distintos quitosanos a diferentes  
concentraciones.

Las imágenes de las cepas M-1  y B-1 (Figura 5) 
muestran una visible degeneración de sus hifas provo-
cado por el quitosano, lo puede deberse a diferencias 
en su sensibilidad al quitosano.

En investigaciones anteriores se señaló que el 
carácter policatalítico del quitosano favorece su in-
teracción con las superficies microbianas, en parti-

cular con la membrana celular de los hongos. Esto 
podría afectar la integridad del hongo y provocar la 
liberación de material intracelular. Además, puede 
influir en el desarrollo de la cepa, con el deterioro 
de la estructura del hongo, y en el caso particular 
de la esporulación, las vías y señales podrían ac-
tivarse de forma diferente y no por la presencia de  
quitosano.

Según los resultados obtenidos en este trabajo, 
se puede concluir que las respuestas de los hongos 
al tratamiento con quitosano a las concentraciones 
ensayadas son variables y dependen además de las 
características del quitosano, de su concentración, 
condiciones experimentales y especies fúngicas em-
pleadas. Este estudio muestra, mediante el análisis 
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Tabla 1. Diámetros promedios de las hifas de las cepas 
M-1 y B-1 inoculada en medio de cultivo sólido de 
papa-dextrosa-agar con diferentes concentraciones 
del quitosano de masa molecular medio (152.6 KDa)*

Quitosano  
(mg/mL)

Diámetro de las hifas  
(µm)

0 37.06 d 44.25 d

3 42.53 b 44.84 b
1 30.65 c 56.80 c

4 65.61 a 60.03 a

Cepa M1 Cepa B1

* Los valores son la media de cinco repeticiones. Las medias se 
compararon con la prueba de rangos múltiples de Tukey a un 
intervalo de confianza del 95 %. Letras diferentes en la misma 
columna	son	estadísticamente	diferentes	entre	sí	(p	≤	0.05)..

A B

C D

Figura 4. Imágenes observadas mediante la técnica de microscopía electrónica de bar-
rido del micelio de las cepas de Bipolaris oryzae a las 72 h de tratadas con quitosano de 
masa molecular media (masa molecular). A y B) Cepa M-1 aislada en México; magnifi-
cación 3500 ×. C y D) Cepa B-1 aislada en Cuba; magnificación 2000 ×. A y C) Control 
sin quitosano: hifas normales, B): Hongo tratado con 3 mg/mL de quitosano: hifas con 
superficie onduladas. D) Hongo tratado con 3 mg/mL de quitosano: hifas deshidratadas. 
La barra representa 10 µm.
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barrido, los primeros resultados de los daños direc-
tos producidos por los quitosanos a dos cepas del 
hongo fitopatógeno B. oryzae (aisladas en México y 
Cuba) que afecta el cultivo del arroz. Se observó la 
mayor afectación en la cepa cubana de B. oryzae. No 
obstante, estos resultados son preliminares y basa-
dos en pruebas in vitro. Por lo tanto, son necesarios 
estudios posteriorescon vistas a dilucidar el meca-
nismo antifúngico del quitosano y para determinar 
su potencial de aplicación como fungicida. También 
se requerirá más estudios para determinar los efec-
tos del quitosano en el control de la enfermedad cau-
sada por el hongo en las plantas y en condiciones de 
invernadero y de campo.
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